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摘要 :【 目的】 本 研究 旨 在 探究 梨 小 食 心 下 Grapholita molesta 生物 钟 基因 Gmper 和 Gmtim 的 分 子 特 
性 与 表达 模式 ,分 析 其 对 羽化 节律 的 调控 作用 ,为 有 梨 小 食心虫 的 防 控 提 供 潜 在 新 靶 标 。 【方法 】 根 
据 梨 小 食心虫 转录 组 数据 ,采用 PCR 技术 克隆 生物 钟 基因 Gmper 和 Gmtim 的 cDNA 全 长 ;利用 RT- 
qPCR 测定 这 两 个 基因 在 梨 小 食心虫 成 下 头 、 胸 、 腹 和 足 中 的 表达 量 , 及 其 在 肾 头 部 中 的 日 表达 模 
式 ; 应 用 siRNA 进行 RNAi 技术 分 析 Gmper 和 Gmtim 在 梨 小 食心虫 羽化 节律 中 的 作用 。【 结 果 】 克 
HER ALEX Gmper 基因 (GenBank 登录 号 : MN862636 ) 和 Gmiim 基因 (GenBank 登录 号 : 
MN862637) 全 长 cPDNA。Gmper 基因 开放 阅读 框 长 2 862 bp ,编码 953 个 氨基 酸 , 序 列 中 含 2 A PAS 
结构 域 和 1 个 PAC HR; Gmtim. 开放 阅读 框 长 3 048 bp ,编码 1 015 个 氨基 酸 。Cmper 和 Gmtim 
在 雌雄 成 来头 部 中 的 表达 水 平均 高 于 其 他 组 织 中 的 ; 肾 期 头 部 两 基因 在 暗 期 的 表达 水 平 显 著 高 于 
光 期 的 。RNAi 下 调 这 两 个 基因 的 表达 均 导 致 梨 小 食心虫 羽化 时 间 更 加 分 散 以 及 羽化 高 峰 期 的 羽 
化 成 虫 数量 显著 降低 。[【 结论 ] 梨 小 食心虫 生物 钟 基因 Gmper 和 Gmtim 具有 组 织 和 昼夜 表达 差异 
性 ,两 基因 对 梨 小 食心虫 羽化 节律 的 调控 有 重要 作用 。 研 究 结 果 为 开发 基于 发 育 行 为 节律 调控 的 
巢 小 食 心 叶 监测 和 防 控 方法 提供 了 新 线索 。 
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Identification of circadian clock genes Gmper and Gmtim and their 
contributions to the emergence rhythm in Grapholita molesta 


( Lepidoptera: Tortricidae) 
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China Agricultural University, Beijing 100193, China) 

Abstract: [ Aim] The purpose of this study is to investigate the molecular characteristics and expression 
patterns of two circadian clock genes Gmper and Gmtim in the oriental fruit moth , Grapholita molesta , and 
to explore their regulatory roles in the emergence rhythm, so as to provide potential new targets for 
controlling G. molesta. [ Methods] Based on the transcriptome data of G. molesta, the full-length cDNAs 
of two circadian clock genes Gmper and Gmtim were cloned by PCR. The expression levels of these two 
genes in the head, thorax, abdomen and leg of adults and their daily expression patterns in the pupal 
head were determined by RT-qPCR. Then the regulatory roles of Gmper and Gmtim in the emergence 
rhythm of G. molesta were explored by RNAi with siRNAs. [Results] The full-length cDNAs of Gmper 
( GenBank accession no. : MN862636) and Gmtim (GenBank accession no. : MN862637) were cloned from 
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G. molesta. The open reading frame of Gmper is 2 862 bp in length, encoding 953 amino acids with two 


PAS domains and a PAC domain. The open reading frame of Gmtim is 3 048 bp in length, encoding 


1 015 amino acids. The expression levels of Gmper and Gmtim in heads were higher than those in other 


tissues of both male and female adults. In pupal head, the expression levels of the two genes were 


significantly higher in the scotophase than in the photophase. The emergence rhythm changed after RNAi 


of both Gmper and Gmtim , and G. molesta in the RNAi group showed a more dispersed emergence pattern 


than that in the control group, and the amount of emerged adults during the emergence peak period 


decreased after RNAi. [Conclusion] Both Gmper and Gmtim in G. molesta show differential expression 


patterns among different tissues and between day and night, and they may play important regulatory roles 


in the emergence rhythm of G. molesta. The results provide clues to the development of monitoring and 


control technologies for G. molesta based on behavioral rhythm regulation. 


Key words: Grapholita molesta; circadian clock gene; per; tim; RNAi; emergence rhythm 





梨 小 食心虫 Grapholita molesta 属 foi H 
( Lepidoptera ) 25 IRP} ( Tortricidae ) ,简称 “ 梨 小 ”, 是 
一 种 世界 性 果树 害虫 ,在 我 国 除 西 藏 以 外 的 各 果 F 
区 均 有 发 生 。 巢 小 食心虫 主要 以 幼虫 造成 为 害 , 果 
树 生 长 季 前 期 主要 为 害 桃 树 新 梢 ,后 可 转 入 梨 、 豆 
果 \ 杏 、 李 等 多 种 果园 性 食 为 害 果 实 ( 陈 梅香 等 ， 
2009) 。 梨 小 食心虫 星 梢 导致 果树 长 势 减弱 , 星 果 
后 又 可 严重 降低 果 质 和 产量 ,影响 果农 收入 ( 周 仙 
红 等 , 2011 ) 。 由 于 梨 小 食心虫 外 性 取 食 .为害 隐 
蔽 ,因此 有 效 防 控 时 间 短 ,常规 防 控 难以 获得 理想 
效果 。 

羽化 .求偶 交尾、 繁殖 等 过 程 是 昆虫 行为 节律 
研究 的 重要 内 容 。 男 外 ,害虫 羽化 高 峰 期 经 常 是 田 
间 成 虫 防治 关键 期 。 因 此 ,掌握 害虫 羽化 规律 对 于 
适时 开展 有 效 防治 具有 重要 参考 意义 。 人 研究 表明 ， 
昆虫 的 羽化 规律 同时 受 光 周期 .温度 ,性别 等 多 种 环 
境 和 个 体 因素 的 影响 (Edmonds et al., 2000; Thiéry 
et al., 2014; Yadav et al., 2015 )。 例 如 ,在 自然 条 
件 下 ,条纹 小 斑 蛾 Thyrassia penangae 在 弱 光 状态 下 
羽化 率 更 高 ,羽化 高 峰 也 会 随 着 温度 的 升 高 而 提前 ， 
但 羽化 时 间 受 光 周 期 影响 极 小 ( 何 海 敏 等 , 2015 ) ; 
温 湿 度 对 杨 小 舟 蛾 Micromelalopha. sieversi ff JJ 化 有 
极 显 著 影 响 , 具 体 表 现 为 随 温 湿度 的 增加 其 羽化 率 
呈 先 上 升 后 下 降 的 驼峰 式 节律 ,并 于 光 期 温度 30 + 
1% 、 暗 期 温度 24 1C 、 光 期 湿度 5096 +10% 、 暗 期 
湿度 70% x 1096 时 达到 最 佳 羽 化 效率 ,但 不 同 光 周 
期 处 理 对 其 羽化 节律 无 显著 影响 ( 范 立 鹏 等 ， 
2014) ; ERAK Xenopsylla cheopi 的 性 比 和 羽化 规 
律 探 究 实 验 发 现 ,实验 室 种 群 和 野外 种 群 中 肉 性 均 
多 于 雄性 ,并 且 雄 性 的 累积 羽化 率 随 时 间 的 变化 呈 
S 型 增长 规律 ,但 雌性 的 羽化 数量 与 时 间 呈 线性 负 







































































































































































相关 关系 ( 备 凤 起 等 ,2006 ) ; 杨 小 舟 蛾 雄师 羽化 高 
峰 期 比 肉 肾 提 前 4 d( 范 立 鹏 等 , 2014) 。 

生物 的 行为 节律 均 受 生物 钟 基因 ( circadian 
clock genes) 的 调控 ,目前 确认 的 主要 生物 钟 基因 有 
PE HAHH (clock, clk), AH E H Æ A (period, 
per) Kk TEAE HEH] (timeless, tim) 、 周 期 循环 蛋白 基 
(cycle, cyc) 、 双 时 和 蛋白 基因 (double-time，dbi) 、 旋 
转 蛋 白 基因 (rille, wri) 和 隐 花 色素 基因 
(cryptochrome, cry) 等。 其 中 ,以 果 晶 为 模式 的 生物 
钟 基因 研究 较为 深入 。 在 果 蝇 体内 ，CLK 和 CYC 
可 结合 形成 异 二 聚 体 ,此 二 聚 体 在 正午 时 分 可 以 与 
E-box 序列 (CACGTG ) 结 合 ,激活 多 个 节律 基因 (如 
per, tim, vri 或 PAR 结构 蛋白 基因 ) 启动 子 的 E-box 
元 件 。 其 中 ,节律 行为 的 核心 激活 因子 per 和 tim 的 
mRNA 在 傍晚 /夜晚 时 分 被 大 量 转录 ,PER 蛋白 和 
TIM 蛋白 在 细胞 质 中 大 量 积累 ,TIM 蛋白 对 PER £& 
白 的 稳定 存在 至 关 重要 ,缺少 TIM 蛋白 的 保护 PER 
蛋白 将 被 Double-Time ( DBT) 激酶 磷酸 化 ,磷酸 化 
的 PER 蛋白 将 被 泛 素 化 并 随 之 降解 。 夜 间 TIM 和 
PER 蛋白 积累 ,各 自 或 以 异 质 二 聚 体形 式 进 入 细胞 
核 内 。PER 可 结合 DBT 激酶 共同 进入 细胞 核 内 , 进 
入 细胞 核 后 , PER-DBT-TIM 复合 体 靶 标 CLK 和 
CYC ,终止 CLK 和 CYC 的 转录 。 白 天 期 间 CRY Æ 
白 促进 TIM 的 降解 进而 导致 PERZTIM 的 降解 ,CLK 
和 CYC 的 转录 重新 激活 ,这 样 在 光照 驱动 下 ,相应 
生物 钟 基因 呈现 约 24 h 的 周期 性 变化 ,对 外 表现 为 
生物 体 的 昼夜 节律 性 (Collins et al., 2006; Tataroglu 
and Emery, 2014) 。 与 此 同时 ,VRI 和 CWO 对 CLK 
的 转录 调控 也 共同 参与 生物 体 尽 夜 节律 的 调节 作用 
(Zhou et al., 2016) 。 

在 生物 钟 反 馈 回 路 中 ,per 和 tim 基因 作为 核心 










































































6 期 








方 海 波 等 : 巢 小 食心虫 生物 钟 基因 Gmper 和 Gmtim 的 鉴定 及 其 对 羽化 节律 的 影响 


657 








激活 因子 具有 极其 重要 的 作用 。 因 此 ,对 重要 星 果 














国 农业 大 学 曹 进军 等 方法 (Cao et al., 2015) 并 加 





害虫 梨 小 食心虫 生物 钟 基因 per 和 tim 的 分 子 鉴 定 
及 两 基因 在 梨 小 食心虫 羽化 过 程 中 的 功能 分 析 将 为 
进一步 明确 生物 钟 基因 对 鳝 翅 目 害虫 羽化 节律 的 调 
控 作 用 和 监测 害虫 羽化 规律 进行 适时 防 挖 提供 数 据 
参考 ,同时 可 为 开发 基于 发 育 行为 节律 调控 的 梨 小 
食心虫 防 控 方 法 提供 新 线索 。 











1 材料 与 方法 
1.1 供 试 昆虫 

本 实验 的 供 试 昆虫 来 自 中 国 农业 大 学 IPM. SZ 
验 室 长 期 饲养 的 梨 小 食心虫 室内 种 群 ,原始 种 群 采 
集 于 辽宁 果树 科学 研究 所 ,并 在 室内 采用 人 工 气候 
箱 连续 培养 30 代 以 上 ,培养 条 件 为 光 周 期 14L: 
10D ,温度 为 26 + 1°%C ,相对 湿度 70% + 上 10% 。 培 养 
箱 于 早上 8: 00 时 开 灯 ,晚上 22:00 时 熄灯 , 记 灯 亮 
时 间 点 为 授时 时 间 0 (ZTO) 。 具 体 饲 养 方法 参照 中 














以 改进 ,具体 操作 如 下 :成 虫 在 干净 的 2 000 mL 玻 
璃 烧杯 中 饲养 ,利用 芯 有 10% 蜂 密 水 脱脂 棉 饲 喂 成 
虫 ,并 于 烧杯 口 盖 上 一 层 纱布 防止 成 虫 逃逸 ,烧杯 内 
放 1 ~2 个 干净 无 伤痕 的 苹果 和 硫酸 纸 作 为 梨 小 食 
心 虫 产 卵 场所 ;根据 梨 小 食心虫 产 卵 情况 及 时 更 换 
苹果 ,将 更 换 下 来 的 苹果 置 于 一 次 性 塑料 盒 中 , 盒 盖 
上 扎 小 孔 透气 ; 约 两 周 后 ,将 接 有 虫 卵 的 腐烂 苹果 用 
手术 刀 小 心 剖 开 , 将 各 龄 幼虫 置 于 装 有 人 工 饲料 的 
培养 亚 中 饲养 至 老 熟 ,每 日 挑 取 4 ~5 头 老 熟 幼虫 放 
和信 装 有 人 工 饲料 的 10 mL 指 形 管 中 ,脱脂 棉 封 口 ; 化 
晴 后 小 心 将 晴 掏 出 并 置 于 底部 铺 有 湿润 滤纸 的 一 次 
性 杯子 中 ,上 肉 雄 成 虫 羽 化 后 配对 交尾 产 卵 。 

1.2 梨 小 食心虫 Gmper 和 Gmtim 的 克隆 

通过 序列 分 析 , 从 梨 小 食心虫 转录 组 (未 发 表 ) 
数据 中 获得 生物 钟 基因 Gmper 和 Gmtim 的 序列 信 
息 ,利用 Primer Premier 5.0 软件 设计 序列 全 长 的 扩 
增 引物 ( 表 1) 。 


















































表 1 本 研究 所 用 引物 信息 


Table 1 Information of primers used in this study 


扩 增 效率 ( % ) 
































引物 上 游 引物 (5' -3") 下 游 引 物 (5' -3") 2 v 引物 用 途 
R Amplification 
Primers Forward primer Reverse primer "" Purpose 
efficiency 
Perl AAGTTTCCGTATCGTGACCT CGAGAGCAAGCAGAAGAAG á POR 
Per? GAGAGCAAGCAGAAGAAGAGAG — CCACCAGTAGTGTGCTAAG iia 
Timl ATGGTACAACTAATAGCATT CCTACTGCTGGAAGATTACT racc pube 
= = mt 
Tim2 AAGATTACTCGGTCAATGGC AGTCTACGCACCCACCTTCTGA SS 
qper GAACTGCGGCTAGAGCATAC CTGTCCTAGTCCTGATGAG 0. 9939 87.1 
qtim TTACCTGATGAGAACGACAT TGGAGAATCTGGCATAACC 0. 9997 86.7 qPCR 
EF-1o CATCACAGTAAAGGACGGTAAG AGAACAAGACCAGAGCATCC 0.9988 101.2 
Gmper-siRNA-591 CCGAGUGUCUCGCUCUAAATT UUUAGAGCGAGACACUCGGTT - - 
Gmper-siRNA-1076 GCUACAACCAGUUAAACUATT UAGUUUAACUGGUUGUAGCTT - 一 
Gmper-siRNA-1397 GCGAAAGUAGACCACCCAATT UUGGGUGGUCUACUUUCGCTT - - RNAi 
i 


Gmtim-siRNA-573 
Gmtim-siRNA-1847 
Gmtim-siRNA-1021 


GCCACACAAUCCUAAGCAATT 
GCGAAAUCCUCAAAUGCUUTT 
GGUAAUGAUUUGAAGCCAATT 


UUGCUUAGGAUUGUGUGGCTT 
AAGCAUUUGAGGAUUUCGCTT 
UUGGCUUCAAAUCAUUACCTT 





NC 


UUCUCCGAACGUGUCACGUTT 


ACGUGACACGUUCGGAGAATT 


RNAi 阴性 对 照 
Negative control 


of RNAi 


取 10 LAUNA ORAA rb, , RH Trizol 法 提 
取 总 RNA ,并 通过 196 Xp Pa See t DOE] RNA 产 
物 的 完整 性 ,同时 采用 NanoDrop 2000 检测 其 浓度 
和 纯度 , 取 1 ug 质量 合格 的 总 RNA 进行 反 转 录 反 
应 (TaKaRa 公司 反 转 录 试 剂 盒 ) , cDNA 产物 于 
-20C 保存 备用 。 

以 上 述 合 成 的 cDNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 。 由 




















于 预测 序列 较 长 ,因此 使 用 两 对 引物 进行 扩 增 拼接 。 
反应 体系 : 2 xPCR Mix 10 pL， 上 下 游 引物 (10 hmol/ 
L)4&1 pL, cDNA 模板 1 uL, ddH,O 7 uL, Jf 
序 : 94*C 5 min; 94*C 30 s, 55*C 30 s, 72C 40 s, 
30 个 循环 ; 72C 10 min, PCR 产物 于 4% 保存 。 
采用 天 根 胶 回收 试剂 盒 对 PCR. 产物 进行 纯化 
回收 ,将 纯化 的 PCR 产物 连接 至 了 载体 (北京 全 式 
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金 生物 技术 有 限 公 司 ) F EE OK MS TT A 
Escherichia coli DH5a 感受 态 细胞 (天 根 生化 科技 有 
限 公司 ) , 随后 接种 至 带 有 氮 休 青霉素 (100 mg/ 
mL, Sigma-Aldrich) 的 LB 固体 培养 基 中 370C 培养 
过 夜 ,随机 挑选 多 个 阳性 单 克 隆 送 至 上 海 生 工 公司 
进行 测序 分 析 。 

1.3 序列 比 对 和 系统 发 育 分 析 

采用 DNAMAN 的 ORF Finder 工具 预测 克隆 序 
列 的 开放 阅读 框 , 并 采用 SMART ( http: // smart. 
embl-heidelberg. de/ ) 进行 结构 域 鉴定 ,分 析 结 果 证 
明 克 隆 所 得 的 两 序列 确实 为 到 小 食心虫 生物 钟 基因 
Gmper 和 Gmtim 的 cDNA 序列 全 长 ,并 将 其 提交 至 
GenBank 数据 库 。 后 续 使 用 Expasy EX T.H. pl/ 
Mw( http : // web. expasy. org/compute, pi/ ) 预测 其 编 
码 蛋 白 分 子 质量 及 等 电 点 ;利用 NCBIblast (http: / 
www. ncbi. nlm. nih. gov/BLAST/) 数据 库 检 索 获 得 
其 他 昆虫 生物 钟 基因 序列 ,并 采用 DNAMAN6.0 进 
行 梨 小 食心虫 与 其 他 昆虫 生物 钟 基因 氨基 酸 序 列 的 
多 重 联 配 分 析 ; 采用 MEGA6. 06 构建 邻接 
( neighbour-joining) 系统 发 育 树 ,同时 选取 亲缘 关系 
较 远 的 路 齿 目 鼠 科 的 PER 和 TIM 分别 作 为 GmPER 
和 GmTIM 的 外 群 。 
1.4 RT-qPCR 检测 梨 小 食心虫 Gmper 和 Gmtim 
基因 表达 模式 

根据 所 获得 梨 小 食心虫 Gmper 和 Gmtim 开放 阅 
读 框 序列 设计 qPCR 引物 ( 表 1) ,并 以 EF-1a 作为 
内 参 基 因 ( Cao et al., 2015; Wang et al., 2017) 进行 
基因 表达 水 平 检测 。 

收集 梨 小 食心虫 羽 化 24 h 内 上 肉 、 雄 成 虫 , 用 了 眼 
科 包 分 别 将 头 、 胸 、 腹 、 足 取 下 后 置 于 EP 管 中 用 于 
后 续 基因 表达 水 平 的 组 织 特异 性 检测 ,每 性 别 每 个 
组 织 样品 包括 3 个 生物 学 重复 ,每 个 重复 的 组 织 检 
品 来 自 20 头 个 体 ; 另 外 ,每 隔 3h 取 1 OH E LH NS 
头 部 分 别 置 于 EP 管 中 ,持续 取样 24 h, IR WEE 
头 部 各 8 个 时 间 点 样品 ,用 于 检测 生物 钟 基因 在 肾 
头 部 的 表达 水 平 随时 间 的 变化 模式 ,每 性 别 每 个 样 
品 包 括 3 个 生物 学 重复 ,每 个 重复 来 自 20 头 个 体 。 
将 上 述 样品 迅速 置 于 液 所 中 冷冻 ,并 于 -80Y 保存 
用 于 后 续 总 RNA 的 提取 。 

总 RNA 提取 及 cDNA 合成 参照 1. 2 节 。 采 用 
SYBR Primer Script RT-PCR Kit ( TaKaRa ) 进行 
qPCR 检测 。 反 应 体系 (20 uL): SYBR 10 pL, 
ddH,O 7 pL, 正 反 向 引物 (10 jumol/L) 4& 1 pL, 
cDNA 模板 1 mL。 反 应 条 件 : 95%C 30 s; 95% 10 s, 




































































60% 30 s, 40 个 循环 后 65 -95'C (每 5 s 增加 
0. 5*C ,用 于 特异 性 扩 增 的 解 离 和 燃 解 曲线 分 析 ) 。 
1.5 siRNA 显 微 注 射 及 干扰 效率 检测 

本 实验 通过 注射 siRNA 进行 靶 标 生物 钟 基因 
的 RNA 干扰 。 为 保证 干涉 效率 ,基于 1.2 节 克 隆 和 
测定 的 基因 序列 ,为 Gmper 和 Gmtim 分 别 设计 合成 
3 段 siRNA ,引物 序列 见 表 1, 由 苏州 吉 玛 基因 股份 
有 限 公 司 完 成 。 取 梨 小 食心虫 2 HEM, 分 别 将 
Gmtim B] 3 Bz siRNA 和 Cmper 的 3 段 SRNA 按 1:1: 
1 均匀 混合 ,采用 显 微 注射 仪 (Nanoject M, 美国 ) 分 
上 肉 雄 肾 分 别 注射 。 注 射 时 将 肾 置 于 冰袋 上 以 降低 其 
活动 力 ,为 避免 对 头 部 的 机 械 损伤 ,我 们 选择 从 近 头 
的 翅 下 进行 扎 入 注射 ,每 头 虫 注 射 1.5 pg siRNA ,对 
照 注射 等 量 阴 性 对 照 (NC) (siRNA 合成 时 由 公司 
附 赠 ,序列 见 表 1) 。 注 射 后 的 梨 小 食心虫 单 头 置 于 
KEE PTER ARTE P slt 
注射 后 24, 48 和 72 h 分 别 取样 ( 每 个 时 间 点 3 
复 ,每 个 重复 10 头 个 体 ) ,进行 总 RNA 的 提取 、 
反 转 录 ,并 采用 qPCR 进行 干涉 效率 检测 。 反 应 体 
系 (20 uL): SYBR 10 pL, 正 反 向 引物 (10 pmol/L) 
各 1 uL, cDNA 模板 1 pL，ddH,0 7 kwL。 反 应 条 
件 : 95*C 30 s; 95% 10 s, 60C 30 s, 40 个 循环 ; 
65 -95*C (4 5 s Ji 0. 5C ,用 于 特异 性 扩 增 的 解 
SRI RE HH E APT) o 
1.6 梨 小 食心虫 羽化 节律 的 观察 

另 收集 1.5 节 中 成 功 注射 的 晴 30 头 ,以 10 头 
为 一 重复 置 于 事先 放 入 湿润 滤纸 的 培养 多 中 ,培养 
条 件 为 :温度 为 26 + 1%C ,相对 湿度 70% +10% , 光 
周期 14L: 10D。 将 严 置 于 摄像 头 下 记录 每 头 晴 的 羽 
化 时 间 。 
1.7 数据 分 析 

基因 的 相对 表达 量 采 用 2 "方法 计算 ,其 中 
ACt = (CCt 目 标 蚌 因 一 Ct 内 参 基 因 ，AACt = ACtpges, 一 ACtug o 
用 SPSS 软件 进行 数据 差异 显著 性 分 析 。 巢 小 食 心 
虫 不 同 组 织 和 羽化 时 间 点 的 基因 表达 量 采 用 SPSS 
软件 进行 单 因 素 方 差分 析 (Tukey 氏 多 重 比较 ) ; ME 
雄 间 同一 组 织 的 基因 表达 量 的 比较 以 及 siRNA 处 
理 组 与 其 相应 对 照 组 间 基 因 表达 量 、 羽 化 率 的 比较 
均 采 用 独立 样本 7 检验 进行 差异 显著 性 分 析 。 
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2 结果 


2.1 序列 分 析 
梨 小 食心虫 Gmper (GenBank 登录 号 : MN862636) 
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的 开放 阅读 框 序列 长 2 862 bp, 编码 953 个 氨基 酸 ， 
蛋白 分 子 量 107 kD ,等 电 点 为 6.18; 和 蛋白 结构 域 分 
析 发 现 , 序 列 中 含 2 个 PAS 结构 域 和 1 个 PAC 结构 
Eko Gmtim ( GenBank 登录 号 : MN862637 ) 开放 阅 
读 框 长 3 048 bp ,编码 1 015 个 氨基 酸 ;推测 相应 编 
码 和 蛋白 分 子 量 115.1 kD, 等 电 点 为 5.13。 系 统 发 育 
分 析 显 示 , 梨 小 食心虫 GmPER 与 其 他 鳞 这 目 蝶 类 
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系统 发 育 情 况 不 同 , GmTIM 5 ff UE Papilio 
xuthus 的 TM 系统 发 育 关 系 最 近 , 并 与 甜菜 夜 蛾 





Spodoptera exigua 棉铃 虫 Helicoverpa armigera , Z& & 
Bombyx mori FIER Antheraea pemyi ^5 fH H IR 
( 图 1 ed 4) o 


的 TIM REÍR 


146 


146 
146 


DVF 项 za EE i GNNMYNR: TGHYSSBSvEME .BvESAC 和 PME. 442 

A D T3 1-3 Brod ISSTAAV. .SNNACS...Sl 444 

E T .NNLESILS ce hg uA 444 

pd IGLG «UB. 442 

.NLNKVGPT: ITRA' aC] C: 441 

icd NGHBI 44€ 

ie NGMII . 445 
c 


E DCDVEETMI .HE 440 


EBRCE..SVBSIEVMECAAVIÉVSISAS A. kasi 579 
er SHP. . 575 


APVOTSST. 3 589 
'"AVSNNQPVAINSVWVINI " Ci 573 


CSPFATTT IET! B a 581 
PFATCPTSA 594 
j|AAVTOPSQA! G 572 
TIPHTVITF s E 576 


\CŘFGLPLKQPGSQLAAWREEKRA 710 

SEMAYTIPONFGOHQIF. ...NTQTM 707 

ITTPCPNAQFTPTRTMNER .PSR. 722 
.RTYVEQTTSGHNIPPEG. “r LBSSNYCERCELTUPIRTSRAC 698 


ST ISMCY. m 692 
SNLMAQTMCONT Eun 734 


709 


822 


692 
851 
572 
852 






$53 
928 
920 
912 
692 
954 
572 
967 










ela pi sha... 


图 1 巢 小 食心虫 GmPER 与 其 他 昆虫 PER 蛋白 序列 的 多 重 联 配 


Fig. 1 


Multiple alignment of GmPER of Grapholita molesta and PER proteins from other insect species 





PER 蛋白 来 源 物种 和 GenBank 登录 号 Origin species of PER proteins and their GenBank accession numbers; GmPER: 梨 小 食心虫 Grapholita molesta 
(MN862636) ; BaPER : FATRIS Belgica antarctica ( AGZ88038. 1); BmPER: 家 和 蛋 Bombyx mori ( ABF21088) ; DpPER: 黑 脉 金 斑 蝶 Danaus plexippus 
(EHJ74075.1); EkPER: He PRELE Ephestia kuehniell ( AJG06482. 1) ; HaPER ; #8918 Helicoverpa armigera (AKC42321.1); MbPER: 甘蓝 夜 蛾 
Mamestra brassicae (AAS49924.1 ) ; PxPER: HIA Papilio xuthus ( KPI91925. 1). 


2.2 Gmper 和 Gmtim 的 表达 模式 分 析 

Gmper 和 Gmtim 在 雌 、 雄 成 虫 头 部 的 表达 水 平 
均 显 赣 高 于 两 基因 在 胸 、 腹 . 足 中 的 表达 水 平 ;相同 
组 织 肉 雄 之 间 基 因 表 达 水 平 的 结果 分 析 表 明 ,两 基 
因 在 雄 成 虫 移 和 足 中 的 表达 水 平均 显著 高 于 肉 成 虫 
( 胸 : t, 49.376, P,, 20.0008; tu, 216. 770, P, = 
0.0007; Œ: te = 19. 318, P, = 0.002; t, = 


15. 741, P,,, 20.004 «0. 05) , 雄 成 虫 腹部 Gmper 的 





3E PET MER (t 4.338, P 20.012) , iti ME rb 

腹部 Gmtim 表达 量 显著 高 于 雄 成 虫 (! = 3. 608, P = 

0.023), pone Rm 

著 性 差异 (1, 22. 247, Pu 20.088; ti, =0. 679, 

Pu 20.534) (图 5)。 

贤 头 部 两 基因 的 日 表达 模式 分 析 表 明 , Gmper 

和 Gmtim 呈现 出 类 似 的 表达 节律 , 且 Gmper 的 表达 
水 平 在 所 有 检测 时 间 点 均 显 著 低 于 Cmim 的 表达 
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图 2 巢 小 食心虫 GmTIM 与 其 他 昆虫 TIM 蛋白 序列 的 多 重 联 配 


Fig. 2 Multiple alignment of GmTIM of Grapholita molesta and TIM proteins from other insect species 
TIM 蛋白 来 源 物种 和 GenBank 登录 号 Origin species of TIM proteins and their GenBank accession numbers; GmTIM ; 梨 小 食 心 


(MN862637) ; AaTIM: 白 纹 伊 蚊 Aedes albopictus ( AEX14536. 1) ; AdTIM; 达 








E Grapholita molesta 
式 按 蚊 Anopheles darlingi ( ETNS8346. 1) ; BmTIM: ZÆ Bombyx 





mori ( NP. 001037622. 1) ; HaTIM: 棉铃 虫 Helicoverpa armigera ( KM233162.1) ; PaTIM : 美洲 大 由 Periplaneta americana ( AAM77468. 1 ) ; PxTIM: 
Td UE Papilio xuthus ( KPI93841. 1) ; SeTIM: 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua ( AEJ38225. 1) ; TeTIM: 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum (NP_ 


001106933. 1). 


水 平 。 雌 雄师 中 , Gmper 在 光 期 和 暗 期 均 各 有 一 个 
表达 高 峰 , 雄师 头 部 光 期 的 表达 高 峰 出 现在 ZT12， 
暗 期 表达 高 峰 出 现在 ZT18 ; 肉 师 头 部 光 期 表达 峰值 
出 现在 ZTO, 暗 期 表达 高 峰 出 现在 ZTIS ; edi SE 
的 表达 峰值 均 出 现在 肉 师 之 后 (图 6: A). Gmtim 
在 梨 小 食心虫 师 头 部 的 表达 水 平均 呈现 出 暗 期 高 于 
光 期 的 表达 趋势 ,其 中 雌雄 师 的 表达 最 低 值 均 出 现 
在 ZT3 ,而 表达 峰值 分 别 出 现 在 ZT18 的 雄 肾 头 部 和 
ZT15 的 雌 师 头 部 。 进 一 步 分析 发 现 , 除 ZT3 外 ， 


Gmper a 
应 时 间 点 的 肉 晴 头 部 ( = 12. 681, P, = 0. 0002; 
t, 24.051, P, =0. 015; t =11. 99, i - 0. 0003; 
to = 12. 812, P, = 0. 0002; i, = 16. 661, P,, = 
0. 00008 ; 11s i P,, =0. 00004; t 29.941, 
Ps =0.008; t 215.235, P, 20.004) (图 6: A); 
除 ZT3 和 7m 外 ,Gmtim FEKE IMK S95 HIK IA Ee D 
著 高 于 对 应 时 间 点 的 肉 晴 头 部 (5 =11. 328, Po 
0.0003; t, 22. 267, P, 20.086; 1, 26. 715, P, = 
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图 3 
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达 式 按 蚊 Aedes albopictus PER (AEX14535.1) 
A BR Mus musculus PER (NP. 001276806.1) 


心 虫 Grapholita molesta PER (MN862636) 


Antheraea pemyi PER (AAA64675.1) 

柑橘 凤 蝶 Papilio Xuthus PER (KPI91925.1) 
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lf Manduca sexta PER (XP. 030039659) Lepidoptera 
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Helicoverpa armigera PER (AKC42321.1) 
R Spodoptera exigua PER (AEJ38224.1) 





350% H Blattaria 
ll Periplaneta americana PER (AAA64677.2) 
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双 翅 目 Diptera 
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邻接 法 构建 的 基于 梨 小 食心虫 GmPER 与 其 他 昆虫 PER. 氨基 酸 序列 的 系统 发 育 树 (1 000 次 重复 ) 

















Fig. 3 Phylogenetic tree of GmPER from Grapholita molesta and PER from other insect species 


based on amino acid sequence by neighbour-joining method (1 000 replicates ) 


100[ 一 一 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua TIM (AEJ38225.1) 
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Fig. 4 Phylogenetic tree of GmTIM from Grapholita molesta and TIM proteins from other insect species 








邻接 法 构建 的 基于 梨 小 食心虫 GmTIM 与 其 他 昆虫 TIM 氨基 酸 序列 的 系统 发 育 树 (1 000 次 
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Lepidoptera 

一 一 TUS FUE Papilio Xuthus TIM (KPI93841.1) 

一 一 梨 小 食心虫 Grapholita molesta TIM (MN862637) 
黑 脉 金 斑 蝶 Danaus plexippus TIM (OWR44899.1) 

[ — RIR Drosophila melanogaster isoform S TIM (NP_001014463.2) 

一 一 果 蝇 Drosophila melanogaster isoform R TIM (NP 001137780.2) | 双 翅 目 

F—— ERIN Anopheles darlingi TIM (ETN58346.1) Diptera 

— AIN Aedes albopictus TIM (AEX14536.1) 
YKY Periplaneta americana TIM (AAM77468.1) 35i% H Blattaria 
赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum TIM (NP 001106933.1) 258 H Coleoptera 
仓鼠 Cricetulus griseus TIM (RLQ77564.1) 路 齿 目 〈 哺 乳 动物 ) 


Rodentia (Mammal) 











E) 





based on amino acid sequence by neighbour-joining method (1 000 replicates) 


0. 003; t 218. 527, P, 0.00005; 5, 20.074, Pl, = 
0.945; t 24.628, Pi; 20.01; ti 217.299, Pi; = 
0.00007; £4, 210.037, P,, =0.006) (Kl 6: B), 
2.3 了 RNAi 对 梨 小 食心虫 羽化 节律 的 影响 

qPCR 结果 显示 , 注射 siRNA 可 以 显著 降低 
Gmper 和 Gmtim 在 梨 小 食心虫 师 体内 的 表达 水 平 。 
其 中 , 雄师 在 注射 Gmper-siRNA 后 ,per Æ 48 h 和 
72 h MKT 3E TVE A (teran =0. 540, P sos = 
0.618; terssa = 10. 498, P sga 20. 0005; bn = 
12.16, Poem 20.0003) (Él 7: A); 注 射 Gmtim- 
siRNA 后 24 -72 h 均 表 现 出 目的 基因 的 极 显著 下 
Jb (tamon = 24. 882, Paiman = 0. 00001; zag, = 





















































19. 557, PP wr =0: 00004; 1,54, 217.632, Po = 
0.00006) (图 7: C), 

雌 师 在 注射 Gmper-siRNA 后 ,per 在 24 -72 h Œ 
现 极 显 著 下 调 趋势 (如 = 15. 438, P, = 
0.0001; t,,4 = 7. 334, Poesen = 0. 002; 1,5, = 
5.930, P mm 20.004) (图 7: B); 而 注射 Gmtim- 
siRNA 后 24 和 72 bh 均 表现 出 目的 基因 的 极 显 车 下 
Vt, uu, =16.721, Pamoa 20.0001; 1,44, =26.42, 
P iman 70.0001) (图 7:D)。 

成 虫 羽 化 率 监测 结果 表明 ,Gmper 干涉 处 理 组 
与 对 照 组 试 虫 的 羽化 节律 呈现 出 相似 的 趋势 ,但 对 
照 组 羽化 高 峰 时 间 更 加 集中 (ZT0) ,而 处 理 组 呈现 
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图 5  Gmper ( A) fll Gmtim (B) 在 梨 小 食心虫 成 虫 不 同 组 织 中 的 表达 量 


Fig. 5 Expression levels of Gmper ( A) and Gmtim (B) in different tissues of Grapholita molesta adults 











图 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 ; 柱 上 不 同 小 写字 母 和 大 写字 母 分 别 表 示 基 
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表达 量 在 雄 成 由 和 上 肉 成 虫 不 同 组 织 间 差异 显著 ( 忆 <0.05 ，Tukey R 








多 重 比较 ) ; 星 号 和 ns 分 别 表示 雌雄 成 虫 之 间 表 达 水 平 差异 显著 (PP < 0.05 ) 和 不 显著 ( 忆 >0.05) (独立 样本 了 检验 ) Data in the figure are 


mean + SE. Different lowercase letters and uppercase letters above bars indicate significant difference in the gene expression level among different tissues 











of male adults and female adults, respectively ( P «0.05, Tukey’ s multiple comparison) , and asterisk and ns represent significant difference ( P «0. 05) 


and no significant difference ( P » 0.05) , respectively, in the gene expression level between male and female adults ( independent samples T-test). 
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图 6 ”Gmper(A) 和 Cmiim(B) 在 梨 小 食心虫 师 头 部 的 日 表达 模式 
Fig. 6 Daily expression patterns of Gmper ( A) and Gmtim (B) in the head of Grapholita molesta pupae 
ZT: 授时 时 间 Zeitgeber time; ZTO - ZT14: 光 期 Photophase; ZT14 — ZT24: Hid] Scotophase. 图 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 ; 图 上 双星 号 表示 雌雄 
间 基 因 表 达 量 差异 极 显 著 ( 忆 <0.01, 独立 样本 了 检验 ) Data in the figure are mean + SE. Double asterisk represents extremely significant difference 


























in the gene expression level between male and female ( P «0.01, independent samples T-test). 





出 两 个 明显 的 羽化 高 峰 时 间 (ZTO 和 ZT2) ,在 ZTO 
时 处 理 组 羽化 率 显著 低 于 对 照 组 (上 =2.616, P= 
0.045) (Kl 8: A)。 类 似 地 , Gmtim 干涉 处 理 后 ,对 
照 和 处 理 组 试 虫 羽 化 高 峰 仍 然 集 中 出 现在 ZTO 时 ， 
但 干涉 处 理 组 羽化 高 峰 期 的 成 虫 羽 化 率 显 著 低 于 对 
照 组 试 虫 (4=2.998, P=0.040) (图 8: B) ,干涉 处 
理 组 试 虫 羽 化 时 间 也 较 对 照 组 更 加 分 散 , 但 对 
Gmper 和 Gmtim 进行 干涉 后 对 试 虫 整体 羽化 率 没有 
显著 性 影响 (1,, 21.457, Po 20.219; t, 21.251, 
Pim =0.279) (图 8: C), 
























































3 讨论 














本 研究 通过 基因 克隆 、 序 列 分 析 、 基 因 表达 量 测 





定 及 基于 RNAi 的 基因 功能 研究 ,初步 分 析 了 巢 小 
食心虫 Gmper 和 Gmtim 的 组 织 和 时 间 表 达 模 式 及 对 
成 虫 羽 化 节律 的 调控 作用 。 序 列 分 析 结 果 显 示 ， 
GmPER 蛋白 含有 2 个 PAS 结构 域 和 1 个 PAC 结构 
域 。 进 化 树 分 析 发 现 ,GmPER 和 GmTIM 均 分 别 与 
DEA HERK PER 和 TIM 聚 为 一 支 ( 图 3 和 4) ,但 
与 昆虫 间 杀 缘 关 系 的 一 致 性 有 差异 ,部 分 进化 树 上 
很 多 节点 的 支持 值 较 小 ,一 方面 这 可 能 是 由 于 两 个 
基因 处 于 较为 活跃 的 进化 中 ,另外 ,鉴于 已 报道 的 昆 
虫 per 和 tim. 基因 的 全 序列 较 少 ,分 析 样 本 不 足 可 能 
也 会 影响 其 准确 性 。 在 后 续 获 得 较 多 的 全 长 基因 序 
列 后 进行 进一步 比 对 ,会 得 到 更 为 可 靠 的 分 析 结 果 。 

在 果 蝇 研究 中 ,PAS (Per-Arnt-Stim ) 功能 域 ,可 
以 作为 一 个 开关 进行 PER 蛋白 和 TIM 蛋白 的 结合 
































(一 





























6 期 方 海 波 等 : 梨 小 食心虫 生物 钟 基因 Gmper 和 Gmtim 的 鉴定 及 其 对 羽化 节律 的 影响 663 





E NC 
CI Gmper-siRNA 


dk 


相对 表达 量 
Relative expression level 


24 48 72 
处 理 后 小 时 Hours post injection 











B 2.0 


E NC 
L3 Gmper-siRNA 
1.5 水 水 


相对 表达 量 
Relative expression level 





24 48 72 
处 理 后 小 时 Hours post injection 


TA 





辟 
w 


EE NC 
E Gmtim-siRNA 


EI 


Relative expression level 





24 72 


处 理 后 小 时 Hours post injection 


图 7 梨 小 食心虫 贤 体 内 Gmper (A, B) 和 Gmtim (C, D) RB) siRNA 基因 干涉 效率 
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Interference efficiency of Gmper ( A, B) and Gmtim ( C, D) siRNA in Grapholita molesta pupae 




















A, C; 雄师 Male pupa; B, D: 雌 师 Female pupa. 图 中 数据 为 平均 值 + 标准 误 ; 柱 上 星 号 和 双星 号 分 别 表示 基 因 表 达 量 在 siRNA 处 理 组 与 对 照 
组 (NC) 间 差异 显著 (P<0.05) 和 极 显著 (P<0.01)( 独 立 样本 7 检验 )。Data in the figure are mean + SE. Asterisk and double asterisk above bars 











indicate significant difference (P <0.05) and extremely significant difference (P <0.01), respectively, in the gene expression level between the siRNA 


treatment group and the control group ( NC) ( independent samples T-test). 


调控 (Yildiz et al., 2005; King et al., 2011) 。 另 外 
PAS + PAC 结构 域 可 以 充当 光 传 感 器 功能 ,接受 外 
界 环 境 光 信号 进而 调控 一 系列 下 游 回路 (Ponting 
and Aravind, 1997) , TIM 是 一 种 酸性 蛋白 质 , 不 仪 
在 周期 节律 中 起 到 核心 因子 的 作用 ,在 生物 发 育 中 
也 有 重要 作用 。 如 在 哺乳 动物 中 ,tim 的 缺失 可 导致 
上 皮 组 织 发 育 畸 形 , 肛 胎 死亡 率 升 高 ,近年 来 学 者 更 
是 在 其 对 肿瘤 发 生发 展 的 预报 功能 上 投入 大 量 研究 
力量 ( 宋 何 煜 等 , 2014)。 和 蛋白 激酶 基因 产物 DBT 





























中 ,Gmper 和 Gmtim 的 表达 水 平均 在 头 部 最 高 (图 
5) 。 在 果 蝇 中 ,生物 钟 可 分 为 中 枢 生 物 钟 和 外 周 生 
物 钟 ,中 枢 生 物 钟 被 定位 于 头 部 , 梨 小 食心虫 体内 
Gmper 和 Gmtim 在 头 部 的 高 表达 说 明 两 基因 也 在 中 
要 生物 钟 中 发 挥 更 重要 的 调控 作用 , 若 要 进一步 控 
究 其 调节 中 枢 可 再 从 脑 部 .触角 、 复 眼 等 结构 进行 更 
细致 的 表达 分 析 。 晴 头 部 Gmper 和 Gmiim 的 表达 峰 
值 均 出 现在 暗 期 ,在 光 期 呈现 表达 水 平 低谷 , 且 雄 肾 
中 的 表达 水 平 显著 高 于 上 肉 肾 (图 6) ,说 明 肾 期 两 基 








































































































对 PER 的 稳定 性 具有 负 调 控 作 用 ,同时 也 可 以 介 导 
磷酸 化 后 的 PER 5 TM 结合 形成 稳定 二 聚 体 。 在 
rp PER/TIM 复合 体 可 抑制 CYC 和 CLK 的 转 
录 ,CRY 经 光 诱 导 后 作用 于 TIM 使 其 降解 , 自 此 
PER/TIM 复合 体 降解 ,CYC 和 CLK 的 新 一 轮转 录 
启动 (Ashmore and Sehgal, 2003) 。 因 此 ,per 和 tim 
在 昆虫 体内 作为 重要 的 生物 钟 反馈 途径 元 件 保 证 了 
生物 体 一 天 24 h 的 行为 活动 节律 。 

基因 表达 水 平 检测 表明 , 梨 小 食心虫 雌雄 成 虫 



































因 的 表达 具有 一 定 的 昼夜 节律 性 但 同时 存在 一 定 的 
性 别 差 异 。 两 基因 在 夜间 的 大 量 表达 与 果 蝇 中 tim 
和 per 的 消长 规律 较为 吻合 (Tataroglu and. Emery, 
2014) 。 由 于 梨 小 食心虫 的 羽化 高 峰 出 现在 凌晨 ， 
因此 推测 , 肾 期 生物 钟 基因 在 夜间 的 高 表达 可 能 对 
次 日 黎明 的 羽化 有 重要 调控 作用 。 果 蝇 的 相关 研究 
结果 也 表明 ,羽化 节律 的 准确 性 依赖 于 昼夜 节律 调 
控 作 用 的 加 强 (Varma et al., 2019) 。 虽 然 光 照 对 师 
期 Gmper 和 Gmtim 的 表达 有 显著 的 抑制 效果 ,但 昆 
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图 8 分 别 RNAi 干扰 Gmper ( A) fll Gmtim (B) 对 梨 小 食心虫 羽化 节律 以 及 总 体 羽化 率 (C) 的 影响 


Fig. 8 Effect of the RNAi-based Gmper ( A) and Gmtim (B) silencing on the emergence rhythm and overall emergence rate (C) 





of Grapholita molesta 
ZT: 授时 时 间 Zeitgeber time; ZTO — ZT14 ; 光 期 Photophase; ZT14 — ZT24; 暗 期 Scotophase. 图 中 数据 为 平均 值 + 标 准 误 ; TE b ns 表示 siRNA 处 
理 组 和 对 照 组 (NC) 间 无 显著 性 差异 (P 了 >0.05, 独立 样本 了 检验 ) ; 星 号 和 双星 号 分 别 表示 差异 显著 ( 忆 <0. 05 ) 和 极 显 著 ( 己 <0. 01) (独立 样本 

















了 检验 ) Data in the figure are mean € SE. ns above bars represents no significant difference between the siRNA treatment group and the control group 





(NC) (P »0.05, independent samples T-test), and the asterisk and double asterisk represent significant difference ( P < 0. 05) and extremely 


significant difference ( P «0. 01) , respectively by independent samples T-test. 


虫 各 个 时 期 对 光 的 敏感 性 可 能 存在 差异 ,如 在 家 不 
中 发 现 卵 肚 化 期 给 予 的 光 周 期 温度 变化 对 幼虫 至 
AIRWAY per 和 tim. 表达 无 显著 性 影响 ( 宋 艳 ， 
2009), EPH H ER ,per 的 作用 和 该 基因 在 昼 
夜 节 律 中 的 负 反 馈 作 用 存在 争议 ,但 近年 来 通过 基 
因 敲 除 技术 对 家 看 的 研究 发 现 , 敲 除 per 的 试 虫 出 
现 羽化 规律 紊乱 现象 (keda et al., 2019) ,这 为 进 一 
步 探索 per EBRA H BL RERI Ps p rp PERS IE 
HERE p E 7r gp. ERR iB rp HE d 
Gmper 和 Gmtim 的 表达 高 峰 期 较 雄 虫 略 有 提前 (图 












































6) ,猜测 可 能 与 雌 虫 的 卵巢 发 育 .交尾 行为 等 有 关 。 
在 哺乳 动物 中 , 确 有 大 量 数 据 表明 per 的 缺失 会 导 
致 卵 集 发 育 受 阻 和 产 仔 量 下 降 ( 李 瑞 文 ， 2013; XI 
超 , 2015)。 在 昆虫 中 ,per, tim I dbt 等 生物 钟 基因 
的 缺失 对 于 昆虫 的 卵泡 发 育 、 产 卵 行为 . 卵 能 化 率 等 
都 具有 较 大 影响 。 如 在 果 晶 中 ,per 和 tim 的 缺失 会 
导致 果 蝇 中 成 熟 卵 母 细胞 数量 下 降 ,而 雌 虫 的 产儿 
量 可 下 降 近 5096 (Beaver et al.,2003 ) , EXX BERE 
Gryllus bimaculatus 中 tim2 基因 缺失 后 除了 影响 试 
虫 的 活动 节律 之 外 , 卵 梨 中 卵 母 细胞 的 数量 会 大 大 
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下 降 , HEBES F EE 2% 以 下 (Nose et al., 
2017) ,因此 生物 钟 基因 对 生殖 系统 影响 的 探究 极 
有 具 研究 潜力 ,可 作为 后 续 深 入 全 面 探究 的 切入 点 。 
面 对 诸 多 未 探 明 的 结果 ,昆虫 全 发 育 期 的 系统 表达 
模式 分 析 可 为 更 加 细致 的 探究 per 和 tim 的 调控 作 
用 机 制 提供 更 多 的 参考 信息 。 

Gmtim 和 Gmper 的 基因 表达 干涉 对 梨 小 食心虫 
的 羽化 节律 有 显著 有 影响。 与 对 照相 比 ,人 处理 组 节律 
性 明显 减弱 ,表现 出 羽化 时 间 点 更 加 分 散 、 羽 化 高 蜂 
期 的 羽化 率 显著 低 于 对 照 的 现象 (图 8: A, B)。 果 
晶 的 研究 表明 tim 缺失 型 果 蝇 突变 体 tim“ 的 活动 
节律 出 现 亲 乱 , 但 其 羽化 规律 没有 改变 ( Wiilbeck et 
al., 2005) 。 但 麻风 Sarcophaga crassipalpis 的 研究 发 
现 per 基因 在 温度 影响 羽化 节律 的 过 程 中 起 到 极其 
重要 的 调控 作用 。 类 似 地 , 萄 蝇 Delia antiqua 的 研 
究 表明 ,温度 改变 可 导致 昆虫 羽化 时 间 和 生物 钟 基 
因 表 达 出 现 一 致 的 改变 。 这 些 结果 都 说 明 ,生物 钟 
基因 在 某 些 种 类 昆虫 的 羽化 过 程 发 挥 着 重要 作用 
( Miyazaki et al., 2016; Short et al., 2016) 。 然 而 ,不 
同 物种 的 生活 环境 .生物 学 习性 不 同 ,因此 种 间 的 生 
物 钟 基因 种 类 .表达 模式 和 调控 机 制 等 均 可 能 存在 
差异 。 随 着 更 多 相关 研究 ,尤其 是 受 物候 变化 影响 
巨大 的 农林 害虫 的 相关 研究 进展 的 报道 ,将 为 我 们 
进一步 理解 生物 钟 对 昆虫 羽化 节律 的 调控 作用 提供 
更 多 参考 ,并 可 能 为 开发 基于 发 育 和 行为 节律 调控 
的 害虫 防 控 方 法 提供 新 思路 或 新 靶 标 。 
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